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ABSTRACT 
W h e n  a c i d  w h e y  s a m p l e s  w e r e  a d j u s t e d  
t o  p H  7 . 5  a n d  i n c u b a t e d  w i t h  a c o m -  
m e r c i a l  p r o t e o l y t i c  e n z y m e  p r e p a r a t i o n  
( a l c a l a s e ) ,  t h e  t u r b i d i t y  o f  t h e  s o l u t i o n  
g r a d u a l l y  i n c r e a s e d  u n t i l  a s o f t  c o a g u l u m ,  
c o m p o s e d  o f  s m a l l - s i z e d  a g g r e g a t e s ,  f o r m -  
e d  a f t e r  a b o u t  1 h .  U n d e r  t h e  s a m e  c o n d i -  
t i o n s ,  s w e e t  w h e y  p r o d u c e d  n o  c o a g u l a t e d  
m a t e r i a l  u n l e s s  C a C 1 2  w a s  a d d e d .  A g g r e -  
g a t e  f o r m a t i o n  w a s  e n h a n c e d  b y  CaC12 
a d d i t i o n  i n  b o t h  w h e y s ,  b u t  e s p e c i a l l y  i n  
a c i d  w h e y .  H o w e v e r ,  m a x i m u m  a g g r e g a t e  
f o r m a t i o n  i n  t e r m s  o f  p r o t e i n  r e c o v e r y  
w a s  a b o u t  2 8 % .  T h e  p r e c i p i t a t e d  m a t e r i a l  
o b t a i n e d  w i t h  v a r i o u s  a m o u n t s  o f  C a  + +  i n  
b o t h  s w e e t  a n d  a c i d  w h e y s  r e s o l v e d  i n t o  
t w o  f r a c t i o n s  w h e n  i t  w a s  s u b j e c t e d  t o  
n o n d i s s o c i a t i n g  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  S o d i -  
u m  d o d e c y l  s u l f a t e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  
a n d  H P L C  s t u d i e s  s h o w e d  t h a t  t h e  
p o l y m e r i z e d  p r o d u c t  c o n s i s t e d  o f  p r o t e i n  
f r a g m e n t s  h a v i n g  a n  a p p r o x i m a t e  m o l e -  
c u l a r  w e i g h t  o f  7 0 0 0  t o  1 0 , 0 0 0 .  A 
p o s s i b l e  m e c h a n i s m  f o r  e n z y m e - i n d u c e d  
a g g r e g a t i o n  o f  t h e s e  p e p t i d e s  i s  p r e -  
s e n t e d .  
INTRODUCTION 
I n  a s h o r t  c o m m u n i c a t i o n ,  M a n d h a r e  e t  a l .  
( 5 )  p r e s e n t e d  p r e l i m i n a r y  d a t a  o n  r e m o v a l  o f  
p r o t e i n  f r o m  s w e e t  ( r e n n e t )  w h e y  b y  t r e a t m e n t  
w i t h  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  a n d  o r g a n i c  o r  
i n o r g a n i c  s a l t s  a s  c o a g e n t s .  T h e  o b j e c t i v e  o f  o u r  
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e x p e r i m e n t s  w a s  t o  r e p e a t  t h e  p r o c e s s  o n  b o t h  
s w e e t  a n d  a c i d  w h e y s  w i t h  a c o m m e r c i a l  
p r o t e o l y t i c  e n z y m e  p r e p a r a t i o n  ( a l c a l a s e )  a n d  
t o  g a i n  a n  i n s i g h t  i n t o  t h e  r e m o v a l  m e c h a n i s m .  
MATERIALS AND METHODS 
Whey Preparation 
P a s t e u r i z e d  s k i m  m i l k  w a s  u s e d  f o r  w h e y  
p r e p a r a t i o n .  C a s e i n  w a s  p r e c i p i t a t e d  b y  a c i d -  
i f i c a t i o n  w i t h  HC1 t o  p H  4 . 6  ( a c i d  w h e y )  o r  b y  
e n z y m a t i c  t r e a t m e n t  w i t h  a c o m m e r c i a l  r e n n e t  
p r e p a r a t i o n  ( s w e e t  w h e y ) .  T h e  c u r d  w a s  t h e n  
r e m o v e d  b y  p r e s s i n g  a n d  f i l t r a t i o n .  S o d i u m  
a z i d e  ( . 1  g / L )  w a s  a d d e d  t o  t h e  w h e y  t o  a v o i d  
s p o n t a n e o u s  f e r m e n t a t i o n  d u r i n g  t h e  e x p e r i -  
m e n t s .  
Alcalase Treatment of Whey Samples 
E a c h  w h e y  s a m p l e  w a s  a d j u s t e d  t o  p H  7 . 5  
w i t h  2 N N a O H .  T h e n  . 3 8  A U  ( A n s o n  U n i t s ) / L  
o f  a l c a l a s e  . 6  L ( N o v o  I n d u s t r i  A / S ,  B a g s v a e r d ,  
D K ) ,  i n  l i q u i d  f o r m  s u i t a b l e  f o r  f o o d  u s e ,  w e r e  
a d d e d .  T h e  s o l u t i o n  w a s  i n c u b a t e d  i n  a w a t e r  
b a t h  a t  3 7 ° C  w i t h o u t  s h a k i n g .  D u r i n g  i n -  
c u b a t i o n ,  t u r i b i d i t y  o f  t h e  s o l u t i o n  g r a d u a l l y  
i n c r e a s e d .  A t  t h e  e n d  o f  i n c u b a t i o n  ( a b o u t  1 h ) ,  
t h e  c o a g u l a t e d  m a t e r i a l  w a s  c o l l e c t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 5 0 0  x g f o r  1 0  r a i n .  T h e  p r e -  
c i p i t a t e  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  t h e  m i n i m a l  a m o u n t  
o f  d i s t i l l e d  w a t e r ,  a n d  t h e  r e s u l t i n g  s u s p e n s i o n  
w a s  a c i d i f i e d  t o  p H  3 . 5  w i t h  HC1 t o  i n a c t i v a t e  
t r a c e s  o f  e n z y m e  a c t i v i t y ,  f o l l o w e d  b y  f r e e z e  
d r y i n g .  T h e  f r e e z e - d r i e d  m a t e r i a l  w a s  u s e d  f o r  
t h e  c h a r a c t e r i z a t i o n  e x p e r i m e n t s .  W h e y  s a m p l e s  
w e r e  i n c u b a t e d  i n  1 0 0 - m l  b e a k e r s  w h e n  t h e  
f i n a l  v o l u m e  w a s  5 0  m l  o r  i n  5 0 0 - m l  b e a k e r s  f o r  
l a r g e r  v o l u m e s .  C o n t r o l  m i x t u r e s  w e r e  m a d e  u p  
w i t h  t h e  e n z y m e  s o l u t i o n  i n  b o i l i n g  i n a c t i v a t e d  
w a t e r  f o r  5 m i n .  
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Electrophoresis. 
T h e  f r e e z e - d r i e d  s a m p l e s  ( 5 0  m g )  w e r e  
d i s s o l v e d  i n  5 m l  T r i s - g l y c i n e  b u f f e r  ( p H  8 . 3 ) ,  
a n d  a l i q u o t s  w e r e  s u b j e c t e d  t o  n o n r e d u c i n g  
P A G E  i n  7 . 5 %  g e l s  ( 4 ) .  F o r  S D S - P A G E ,  t h e  
f r e e z e - d r i e d  s a m p l e s  ( 5 0  m g )  w e r e  d i s s o l v e d  i n  
5 m l  o f  . 0 6 2 5  M Tris-HC1, p H  6 . 8 ,  c o n t a i n i n g  
10% g l y c e r o l ,  5% 2 - m e r c a p t o e t h a n o l ,  2 . 3 %  S D S  
( 7 ) ,  a n d  i n c u b a t e d  f o r  2 h a t  3 7 ° C  b e f o r e  u s e .  
A l i q u o t s  w e r e  e l e c t r o p h o r e s e d  i n  p o l y a c r y -  
l a m i d e  g r a d i e n t  ( 7 . 5 - 1 5 % )  s l a b  g e t s  ( . 1  x 2 4  x 
3 0  c m )  a t  1 0 0  V u n t i l  t h e  m a r k e r  d y e  ( B r o -  
m o p h e n o l  b l u e )  w a s  1 c m  f r o m  t h e  a n o d e  e n d  
o f  t h e  s l a b  ( a b o u t  8 h ) .  F o l l o w i n g  e l e c t r o -  
p h o r e s i s ,  t h e  g e l s  w e r e  s t a i n e d  f o r  2 h w i t h  
. 2 5 %  C o o m a s s i e  b r i l l i a n t  b l u e  R - 2 5 0  a n d  
d e s t a i n e d  w i t h  2 5 %  m e t h a n o l  c o n t a i n i n g  7 . 5 %  
a c e t i c  a c i d  ( 8 ) .  P r o t e i n  b a n d s  w e r e  i d e n t i f i e d  b y  
t h e  f o l l o w i n g  s t a n d a r d  p r o t e i n s :  I g G ,  b o v i n e  
s e r u m  a l b u m i n  ( B S A ) ,  ~ - l a c t o g l o b u l i n  (~-lg), 
a n d  a - l a c t a l b u m i n  ( ~ x - l a ) ,  a l l  o b t a i n e d  f r o m  
S i g m a  C h e m i c a l  C o .  ( S t .  L o u i s ,  M O ) .  
High Performance Liquid Chromatography 
H i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  
w a s  p e r f o r m e d  w i t h  a B e c k m a n  a p p a r a t u s  
( B e c k m a n  I n s t r u m e n t s ,  F u l l e r t o n ,  C A )  e q u i p p e d  
w i t h  a T S K  3 0 0 0  SW ( 7 . 5  × 6 0 0  m m )  s i z e  
e x c l u s i o n  c o l u m n ,  a n  a b s o r b a n c e  d e t e c t o r  
( M o d e l  1 6 3 ) ,  a n d  a c o m p u t i n g  i n t e g r a t o r .  
C h r o m a t o g r a p h i c  c o n d i t i o n s  ( a c c o r d i n g  t o  t h e  
m a n u f a c t u r e r s '  s u g g e s t i o n )  w e r e :  m o b i l e  p h a s e ,  
p o t a s s i u m - p h o s p h a t e  .1 M p H  7 c o n t a i n i n g  .3 M 
NaC1; i n j e c t i o n  v o l u m e ,  2 0  /all f l o w  r a t e ,  1 m l  ° 
r a i n - - 1  ; d e t e c t o r  w a v e l e n g t h  2 1 4  n m ,  i s o c r a t i c  
c o n d i t i o n s .  T o  r e m o v e  t r a c e s  o f  i n s o l u b l e  m a t e -  
r i a l ,  t h e  s a m p l e  s o l u t i o n s  w e r e  c e n t r i f u g e d  f o r  
1 0  m i n  a t  1 0 0 0  × g .  A f t e r w a r d ,  t h e y  w e r e  
p a s s e d  t h r o u g h  . 4 5 - / a m  ( A m i c o n )  m i c r o f i l t e r s  
p r i o r  t o  a r u n .  
Chemical Analyses 
T o t a l  N w a s  d e t e r m i n e d  b y  s e m i - m i c r o -  
K j e l d a h l  p r o c e d u r e .  P r o t e i n  w a s  c a l c u l a t e d  as 
t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t o t a l  N ( T N )  a n d  N 
s o l u b l e  i n  15% T e A  ( N P N ) .  T o t a l  p r o t e i n  w a s  
e x p r e s s e d  a s  ( T N  - -  N P N )  × 6 . 3 8 .  T o t a l  C a  w a s  
e v a l u a t e d  b y  a t o m i c  a b s o r p t i o n  f o l l o w i n g  t h e  
m e t h o d  p r o p o s e d  b y  B r u l e  e t  a l .  ( 2 ) .  I o n i c  C a  
w a s  d e t e r m i n e d  b y  a d i r e c t  e l e c t r o m e t r i c  
m e t h o d  u s i n g  C a - s e n s i t i v e  e l e c t r o d e  ( F  2 1 1 2  C a  
S e l e c t r o d e  R a d i o m e t e r ) .  F o r  s i m p l i c i t y ,  t h e  
p r e c i p i t a t e d  m a t e r i a l  is r e p o r t e d  d i r e c t l y  as a 
p e r c e n t a g e  o f  i n i t i a l  w h e y  p r o t e i n .  
RESULTS AND DISCUSSION 
I n  a p r e l i m i n a r y  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s ,  s w e e t  
a n d  a c i d  w h e y  s a m p l e s  w e r e  s u b j e c t e d  t o  
e n z y m a t i c  t r e a t m e n t  a s  s p e c i f i e d  i n  t h e  M a t e r i a l s  
a n d  M e t h o d s  s e c t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  a t e s t  w a s  
c a r r i e d  o u t  a f t e r  a d d i n g  a n h y d r o u s  CaCI 2 
a s  a c o a g e n t  ( 5 ) .  T h i s  s a l t  w a s  a d d e d  i n  s u i t a b l e  
p r o p o r t i o n  t o  g i v e  t h e  a p p r o p r i a t e  a m o u n t  o f  
i o n i c  Ca. C o m p o s i t i o n  o f  i n i t i a l  w h e y  s a m p l e s  is 
r e p o r t e d  i n  T a b l e  1. T h e  a m o u n t  o f  p r e c i p i t a t e  
p r o d u c e d ,  i n  t e r m s  o f  p r o t e i n  r e c o v e r y ,  u n d e r  
v a r i o u s  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  is r e p o r t e d  i n  
T a b l e  2. C o m p a r i s o n  o f  d a t a  i n  T a b l e  2 s u g g e s t s  
t h a t  p r e c i p i t a t e  f o r m a t i o n  is e n h a n c e d  b y  t h e  
a d d i t i o n  o f  C a  i o n s .  T h i s  a l s o  s u g g e s t s  a r e a s o n  
f o r  t h e  d i f f e r e n c e  i n  p r e c i p i t a t e  o b t a i n e d  
w i t h  t h e  t w o  s a m p l e s :  t h e  a c i d  w h e y ,  w h i c h  
g i v e s  t h e  h i g h e s t  y i e l d s ,  h a s  a m u c h  h i g h e r  C a  + +  
c o n t e n t  t h a n  t h e  s w e e t  w h e y  s a m p l e .  C o a g u l a -  
t i o n  w a s  n o t  o b s e r v e d  i n  t h e  c o n t r o l  m i x t u r e s ,  
a l t h o u g h  t h o s e  m i x t u r e s  c o m i n g  f r o m  a c i d  
w h e y  s a m p l e s  p r o d u c e d  a t h i n  l a y e r  o f  s e d i -  
m e n t  d u r i n g  i n c u b a t i o n .  
I n  a s e c o n d  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s ,  a c i d  w h e y  
s a m p l e s  w e r e  t r e a t e d  u n d e r  t h e  s a m e  c o n d i t i o n s  
a s  t h e  p r e v i o u s  o n e s  b u t  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  
TABLE 1. First series: composition o f  sweet and acid whey samples, 
Titratable Total Ionic 
Whey pH acidity protein NPN Ca 
(°SH) 1 (%) (ppm) 
Sweet 6.65 2.2 .64 .23 115 
Acid 4.75 11.0 .57 .20 1870 
1 oSH = Soxhlet Henkel degrees. 
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TABLE 2. F i r s t  series: precipitate f o r m a t i o n  i n  terms o f  protein recovery from sweet a n d  acid whey samples. 
P r o t e i n  
Sample description recovery 
(%) 
F r o m  sweet whey 
Control: whey + heat-inactivated enzyme 
Whey + enzyme 
Whey + 1 3 5 0  ppm Ca ++ + enzyme 
From acid whey 
C o n t r o l :  whey + heat-inactivated enzyme 
Whey + enzyme 
Whey + 350 p p m  Ca ++ + enzyme 
7.7 
7 . 0  
15.6 
25.3 
i n c r e a s i n g  q u a n t i t i e s  o f  CaC12. T h e  c o m p o s i t i o n  
o f  w h e y  s a m p l e s  i s  r e p o r t e d  i n  T a b l e  3. T h e  
r e s u l t s  o f  t h e  e n z y m a t i c  p r e c i p i t a t i o n  t r i a l s  a r e  
i n  T a b l e  4 .  
A d d i t i o n  o f  C a  i n c r e a s e d  p r e c i p i t a t e  f o r m a -  
t i o n  i n  b o t h  s a m p l e s ,  b u t  e x p e c i a l l y  i n  a c i d  
w h e y .  R e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t o t a l  C a  c o n t e n t  
a n d  p e r c e n t  y i e l d  w a s  l i n e a r  ( F i g u r e  1). E x -  
t r a p o l a t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  c u r v e  t o w a r d  
t h e  x - a x i s  s h o w s  t h a t  a m i n i m u m  o f  a b o u t  1 4 0 0  
p p m  o f  C a  w a s  r e q u i r e d  f o r  c o a g u l a  f o r m a t i o n .  
P a r t i c i p a t i o n  o f  C a  i n  c o a g u l u m  f o r m a t i o n  is 
a l s o  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  r e d u c t i o n  o f  
t o t a l  C a  i n  t h e  s u p e r n a t a n t s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  
C a  c o n t e n t  i n  w h e y s .  H o w e v e r ,  e v e n  a t  t h e  
h i g h e s t  C a  c o n c e n t r a t i o n ,  t h e  a m o u n t  o f  t h e  
i n s o l u b i l i z e d  m a t e r i a l  w a s  r a t h e r  l o w .  A b o u t  4 0  
t o  6 0  r a i n  w e r e  n e c e s s a r y  f o r  c o a g u l a t i o n .  A f t e r  
p r o l o n g e d  h y d r o l y s i s ,  h i g h e r  N P N  i n  t h e  
s u p e r n a t a n t  a n d  l o w e r  N P N  i n  p r e c i p i t a t e  w e r e  
d e t e c t e d .  
T h e  f r e e z e - d r i e d  p r e c i p i t a t e s  ( a b o u t  1 . 0  t o  
1 . 2  g / 1 0 0  m l  w h e y )  o b t a i n e d  w i t h  t h e  h i g h e s t  
C a  c o n c e n t r a t i o n s  ( > 2 0 0 0  p p m )  c o n t a i n  
a p p r o x i m a t e l y  2 4  t o  30% p r o t e i n  ( N  x 6 . 3 8 ) ,  
2 0  t o  30% Ca, a n d  1 2  t o  14% P. E l e c t r o p h o r e s i s  
a n d  . H P L C  w e r e  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  c o m -  
p o s i t i o n  o f  t h e  p r e c i p i t a t e s  o b t a i n e d  ( T a b l e  4 )  
f r o m  w h e y s  w i t h  a n d  w i t h o u t  a d d e d  C a  i o n s .  
T h e  P A G E  p r o f i l e s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  2 .  
O r i g i n a l  a c i d  w h e y  ( p a t t e r n  a) e x h i b i t e d  i t s  
t y p i c a l  ( 3 ,  6 )  p r o t e i n  c o m p o n e n t s :  t h e  s l o w e r  
m o v i n g  b a n d  r e p r e s e n t e d  Ig, f o l l o w e d  b y  B S A ,  
a - l a c t a l b u m i n ,  a n d  3 - 1 a c t o g l o b u l i n  B a n d  A .  T h e  
p r e c i p i t a t e  f o r m e d  i n  a c i d  w h e y  c o n t a i n i n g  
1 7 1 4  p p m  C a  ++ ( p a t t e r n  b ) ,  i n  a c i d  w h e y  
c o n t a i n i n g  2 5 1 4  p p m  C a  ++ ( p a t t e r n  c ) ,  a n d  i n  
s w e e t  w h e y  c o n t a i n i n g  2 8 7 7  p p m  C a  ++ ( p a t -  
t e r n  d )  r e s o l v e d  a l l  t h r e e  i n t o  t w o  e q u a l l y  
s p a c e d  b a n d s .  I d e n t i c a l  b a n d i n g  p a t t e r n s  ( n o t  
s h o w n )  w e r e  a l s o  g i v e n  b y  t h e  o t h e r  p r e c i p i -  
t a t e s  l i s t e d  i n  T a b l e  4 ( s a m p l e s  d ,  a 2 ,  a 3 ) .  T h e  
s l o w  a n d  t h e  f a s t - m o v i n g  b a n d s  a p p e a r e d  t o  
c o r r e s p o n d  i n  m o b i l i t y  t o  B S A  a n d  a - l a ,  r e -  
s p e c t i v e l y ,  a s  c o m p a r e d  w i t h  o r i g i n a l  a c i d  w h e y  
( p a t t e r n  a). I n  r e a l i t y ,  t h e s e  b a n d s  r e p r e s e n t  t h e  
p r o d u c t s  o f  b i n d i n g  a n d  r e a r r a n g e m e n t  o f  l o w  
m o l e c u l a r  w e i g h t  m a t e r i a l  p r o d u c e d  b y  t h e  
TABLE 3. Second series: composition o f  sweet a n d  acid whey samples. 
Titratable Total Total Ionic 
Whey pH acidity p r o t e i n  NPN Ca ++ Ca 
(°SH)1 ~ (%) ~ ~ (ppm) 
Sweet 6.43 3.1 .60 .25 477 120 
Acid 4 . 6 4  . . . .  50 .18 1714 1710 
1 oSH = Soxhlet Henkel degrees. 
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Figure 1. Relationship between t o t a l  Ca c o n t e n t  
and alcalase-induced precipitate f o r m a t i o n  i n  terms 
o f  p r o t e i n  recovery (% yield) i n  acid whey samples. 
e n z y m e  a c t i o n  o n  p r o t e i n ,  a s  w i l l  b e  s h o w n  i n  
t h e  f o l l o w i n g .  
T h e  S D S - P A G E  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  
w h e t h e r  t h e  c o m p o n e n t s  m e n t i o n e d  w e r e  b u i l t  
u p  o f  p o l y p e p t i d e  s u b u n i t s .  R e s u l t s  a r e  g i v e n  i n  
F i g u r e  3. T h e  m a i n  w h e y  p r o t e i n s  ( p a t t e r n  b )  
w e r e  i d e n t i f i e d ,  i n  o r d e r  o f  i n c r e a s i n g  m o b i l i t y ,  
a s  B S A ,  I g  ( h e a v y  c h a i n ) ,  ~-lg, a n d  a - l a .  T h e  
p r e c i p i t a t e  ( T a b l e  4 )  f o r m e d  i n  a c i d  w h e y  
c o n t a i n i n g  1 7 1 4  p p m  C a  + +  ( p a t t e r n  c ) ,  i n  a c i d  
w h e y  c o n t a i n i n g  2 5 1 4  p p m  C a  + +  ( p a t t e r n  d ) ,  
a n d  i n  s w e e t  w h e y  c o n t a i n i n g  2 8 7 7  p p m  C a  + +  
( p a t t e r n  e )  a l l  r e s o l v e d  i n t o  t w o  v e r y  c l o s e  
z o n e s .  T h e  o t h e r  p r e c i p i t a t e s  o f  T a b l e  4 a f -  
f o r d e d  i d e n t i c a l  p a t t e r n s  ( n o t  s h o w n ) ,  a l t h o u g h  
s l i g h t  d i f f e r e n c e s  i n  s t a i n i n g  i n t e n s i t y  w e r e  
o b s e r v e d .  N o  e x t r a  c o m p o n e n t s  w e r e  s e e n  e v e n  
b y  l o a d i n g  5 0 0 / . t g  o f  c o a g u l u m  o n  t h e  g e l .  T h e  
m o l e c u l a r  w e i g h t  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e s e  z o n e s  
w a s  r o u g h l y  e s t i m a t e d  a t  7 0 0 0  t o  1 0 , 0 0 0  
d a l t o n s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  c o m p o n e n t s  o f  
t h e  t w o  b a n d s  i n  w h i c h  a l l  t h e  p r e c i p i t a t e s  o f  
T a b l e  4 w e r e  s e p a r a t e d  b y  P A G E  a r e  i n  t u r n  
c o m p o s e d  o f  s u b u n i t s ,  a s  t h e y  d i s a p p e a r e d  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  m e r c a p t o e t h a n o l .  
T h i s  s e p a r a t i o n  w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  r e s u l t s  
o f  H P L C  d e t e r m i n a t i o n s  ( F i g u r e  4 ) .  C h r o -  
m a t o g r a m  B o f  F i g u r e  4 is t h e  p r o f i l e  o f  t h e  
m a i n  c o m p o n e n t s  o f  o r i g i n a l  a c i d  w h e y .  C o m -  
p a r i s o n  w i t h  r e t e n t i o n  t i m e s  o f  s t a n d a r d  
p r o t e i n s  ( c h r o m a t o g r a m  C) a n d  w i t h  a c a l i b r a -  
t i o n  p l o t  o f  l o g  m o l e c u l a r  w e i g h t  v e r s u s  r e -  
t e n t i o n  t i m e  a l l o w e d  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  
m a j o r  p e a k s .  F o r  t h e  o r i g i n a l  w h e y ,  p e a k s  w e r e  
a t  2 1 ,  2 3 ,  2 7 ,  a n d  2 8  m i n ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  Ig, 
B S A ,  /3-1g, a n d  a - l a ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  t y p i c a l  
Figure 2. The P A G E  patterns o f  the precipitate induced b y  alcalase t r e a t m e n t  o f  b, a c i d  whey c o n t a i n i n g  
1714 ppm Ca++; c, acid whey c o n t a i n i n g  2514 ppm Ca÷+; d, sweet whey c o n t a i n i n g  2877 p p m  Ca++; a, original 
acid whey (freeze-dried sample). 200/~g material w e r e  loaded o n  e a c h  g e l .  T h e  fastest moving b a n d  is t h a t  o f  
t h e  marker dye. BSA = Bovine serum albumin, c~-la = a-lactalbumin, #-lg =/3-1actoglobulin. 
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T A B L E  4. S e c o n d  s e r i e s :  p r e c i p i t a t e  f o r m a t i o n  i n  t e r m s  o f  p r o t e i n  r e c o v e r y  f r o m  w h e y  s a m p l e s  a n d  t o t a l  
c a l c i u m  c o n t e n t  i n  w h e y s  a n d  s u p e r n a t a n t s .  
T o t a l  c a l c i u m  
P r o t e i n  I n  r e s i d u a l  
S a m p l e  d e s c r i p t i o n  r e c o v e r y  I n  w h e y  1 s u p e r n a t a n t s  2 
(%) 
F r o m  s w e e t  w h e y  
a, W h e y  + e n z y m e  . . . 4 7 7  4 7 2  
b ,  W h e y  + 2 0 0  p p m  C a  + +  + e n z y m e  . . . 6 7 7  6 7 6  
c ,  W h e y  + 5 0 0  p p m  C a  + +  + e n z y m e  9 7 7  7 9 5  
d ,  W h e y  + 1 2 0 0  p p m  C a  + +  + e n z y m e  1416 1 6 7 7  1 0 5 6  
e, W h e y  + 2 4 0 0  p p m  C a  + +  + e n z y m e  2 0 . 0  2 8 7 7  1 7 6 1  
F r o m  a c i d  w h e y  
a l ,  W h e y  + e n z y m e  1 5 . 4  1 7 1 4  4 8 0  
a 2 ,  W h e y  + 2 0 0  p p m  C a  + +  + e n z y m e  1 8 . 5  1 9 1 4  5 3 2  
a 3 ,  W h e y  + 4 0 0  p p m  C a  + +  + e n z y m e  2 1 . 0  2 1 1 4  5 9 4  
a 4 ,  W h e y  + 8 0 0  p p m  C a  + +  + e n z y m e  2 8 . 0  2 5 1 4  9 1 0  
1 C a l c u l a t e d  a s  s u m  o f  i n i t i a l  p l u s  a d d e d .  
2 D i r e c t  d e t e r m i n a t i o n .  
F i g u r e  3. T h e  S D S - P A G E  p a t t e r n s  o f  t h e  p r e c i p i t a t e  i n d u c e d  b y  a l c a l a s e  t r e a t m e n t  o f  c, a c i d  w h e y  c o n t a i n -  
i n g  1 7 1 4  p p m  C a + + ;  d ,  a c i d  w h e y  c o n t a i n i n g  2 5 1 4  p p m  C a + + ;  e, s w e e t  w h e y  c o n t a i n i n g  2 8 7 7  p p m  C a  + + .  a, 
s t a n d a r d  p r o t e i n s  f r o m  t o p  t o  b o t t o m :  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B S A ,  6 6 , 0 0 0 ) ;  I g G ,  h e a v y  c h a i n  ( I v  5 5 , 0 0 0 ) ;  
3 - 1 a c t o g l o b u l i n  (3-1g, 1 8 , 4 0 0 ) ,  a - l a c t a l b u m i n  ( a - l a  1 4 , 2 0 0 ) ;  b ,  o r i g i n a l  a c i d  w h e y  ( f r e e z e - d r i e d  s a m p l e ) ;  m a t e r i a l  
l o a d e d  w a s  5 0 / ~ g  f o r  s l o t  a a n d  2 0 0 - 3 0 0  t~g f o r  s l o t s  b t h r o u g h  e. 
J o u r n a l  o f  D a i r y  S c i e n c e  V o l .  7 1 ,  N o .  4 ,  1 9 8 8  
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c a-la ~~~,BSA B-Igi 
, .. ;. ,'. , 
RETENTr0,~ r I ,~  I~I~1 
F i g u r e  4. T h e  H P L C  e l u t i o n  p a t t e r n s  o f  A )  p r e -  
c i p i t a t e  i n d u c e d  b y  alcalase i n  a c i d  w h e y  c o n t a i n i n g  
1 7 1 4  p p m  Ca++; B) o r i g i n a l  a c i d  w h e y  ( f r e e z e - d r i e d  
s a m p l e ) ;  C )  s t a n d a r d  p r o t e i n s .  
e l u t i o n  p a t t e r n  o f  t h e  p r e c i p i t a t e  c o l l e c t e d  
f r o m  t h e  a c i d  w h e y  s a m p l e s  ( c h r o m a t o g r a m  A )  
w a s  r e m a r k a b l y  d i f f e r e n t ,  s h o w i n g ,  i n  a d d i t i o n  
t o  t h e  p e a k  o f  t h e  a - l a  a r e a ,  a t  l e a s t  a n o t h e r  
m a i n  p e a k  s h i f t e d  t o w a r d  3 4  t o  3 6  m i n  a n d  
c o r r e s p o n d i n g  t o  m a t e r i a l  s m a l l e r  t h a n  c~-la. 
T h e  t w o  f r a c t i o n s  r e s o l v e d  b y  P A G E  ( F i g u r e  
2 ,  g e l s  b - d )  a r e  p a r t s  o f  a g g r e g a t e s  a s s e m b l e d  
w i t h  p e p t i d e s  p r o d u c e d  f r o m  w h e y  p r o t e i n s  b y  
a l c a l a s e  c l e a v a g e ;  t h e r e f o r e ,  a g g r e g a t i o n  w a s  
t h r o u g h  p r o t e o l y s i s .  T h e  a g g r e g a t e  i s  p r o b a b l y  
h e l d  t o  a s i g n i f i c a n t  e x t e n t  b y  v e r y  s t r o n g  
n o n c o v a l e n t  o r  c o v a l e n t  ( i . e . ,  d i s u l f i d e )  b o n d s ,  
a s  i t  c a n  b e  d i s s o c i a t e d  i n  p o l y p e p t i d e  s u b u n i t s  
b y  t h e  p r e s e n c e  o f  d e t e r g e n t  ( S D S )  a n d  m e r -  
c a p t o e t h a n o l .  
T h e  e f f e c t  o f  C a  i o n s  o n  a g g r e g a t e  f o r m a t i o n  
i s  n o t  f u l l y  u n d e r s t o o d .  P r o b a b l y  C a  + +  b i n d i n g  
n e u t r a l i z e s  t h e  n e t  n e g a t i v e  c h a r g e s  o f  p e p t i d e  
f r a g m e n t s ,  o f  s m a l l - s i z e d  a g g r e g a t e s ,  o r  o f  b o t h ,  
c a u s i n g  i s o e l e c t r i c  p r e c i p i t a t i o n .  A l s o ,  a s  t h e  C a  
i o n s  i n t e r a c t  w i t h  p h o s p h a t e s  a t  a l k a l i n e  p H  
( 1 ) ,  t h e  r e s u l t i n g  C a - p h o s p h a t e  c o m p l e x  m a y  
c h a n g e  t h e  i o n  e q u i l i b r i a  a n d  p a r t i t i o n  o f  s a l t s ,  
c a u s i n g  a g g r e g a t i o n  a n d  s u b s e q u e n t  c o p r e -  
c i p i t a t i o n  o f  p e p t i d e  m a t e r i a l .  
A s t u d y  i s  u n d e r w a y  t o  a s s e s s  w h i c h  p r o t e i n  
( o r  p r o t e i n s )  o f  t h e  w h e y  i s  t h e  s p e c i f i c  s u b -  
s t r a t e  o f  t h e  a l c a l a s e  a n d  t o  v e r i f y  w h e t h e r  t h i s  
p r o t e i n a s e  p r e p a r a t i o n  m i x e d  w i t h  r e n n e t  c a n  
b e  a d v a n t a g e o u s l y  e m p l o y e d  i n  c h e e s e  m a k i n g .  
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